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(S) Vorrichtung und Verfahren zur elektrophoretischen Trennung von fluiden Substanzgemischen. 

(57) Eine Vorrichtung zur elektrophoretischen 
Trennung von komplexen fluiden Substanzge- 
mischen weist ein Kanalsystem (21,2,22) fur ein 
Tragermedium (C), eine Injektionsvorrichtung 
(3) fur die Injektion eines aufzutrennenden Sub- 
stanzgemisches (S) in das Tragermedium (C) 
und eine Trennstrecke (2) zur Auftrennung des 
Substanzgemisches (S) in einem entlang der 
Trennstrecke (2) angelegten elektrischen Feld 
auf. Flussabwarts der Injektionsvorrichtung (3) 
fur das aufzutrennende Substanzgemisch (S) ist 
in einem Abstand davon eine zweite Trenn- 
strecke (4) zur weiteren Auftrennung des Sub- 
stanzgemisches (S) in einem entlang der 
zweiten Trennstrecke (4) angelegten elektri- 
schen Feld vorgesehen. Die zweite Trenn- 
strecke (4) ist gegenuber der ersten (2) urn 
einen Winkel (a) geneigt angeordnet. Der Kreu- 
zungsbereich der ersten (2) und der zweiten 
Trennstrecke (4) bildet eine zweite Injektions- 
vorrichtung (5) fur das teilweise aufgetrennte 
Substanzgemisch (S) in ein zweites Tragerme- 
dium (E). Das fluide Substanzgemisch (S) wird 
in der ersten Injektionsvorrichtung (3) in das 
Tragermedium (C) injiziert und anschliessend in 
dem elektrischen Feld, das entlang der ersten 
Trennstrecke (2) angelegt wird, aufgetrennt. Da- 
nach wird das teilweise aufgetrennte Substanz- 
gemisch (S) flussabwarts der ersten 
Trennstrecke (2) in das zweite Tragermedium 
(E) injiziert und in dem entlang der zweiten 
Trennstrecke (4) angelegten elektrischen Feld 
weiter in seine Komponenten aufgetrennt. 
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur elektrophoretischen Trennung von fluiden 
Substanzgemischen gemass Oberbegriff des Patentanspruchs 1 bzw. gemass Oberbegriff des Patentan- 
spruchs 19. 

Elektrophoretische Trennmethoden beruhen auf derunterschiedlichen Migrationsgeschwindigkeitderein- 

5 zelnen Komponenten einer zu untersuchenden Probe in einem Tragermedium bei angelegtem elektrischem 
Feld. Sehr weit verbreitet ist die Kapillarelektrophorese, bei der ein Tragermedium und eine zu untersuchende 
Probe in einem Kapillarensystemtransportiert werden, welches einekapillare Trennstreckeumfasst, zwischen 
deren Enden das elektrische Feld angelegt wird. Der Transport des Tragermediums im Ka pi 1 1 are n system und 
die Injektion der zu untersuchenden Probe in das Tragermedium kann mit Hilfe von Pumpen und Ventilen oder 

10 mit elektrischen Feldern erfolgen, die in verschiedenen Abschnitten des Kapillarensystems entsprechend an- 
gelegt werden. Die einzelnen Komponenten der in das Tragermedium injizierten Probe wandern unterschied- 
lich schnell in dem elektrischen Feld der Trennstrecke, wodurch die Probe aufgetrennt wird. Die einzelnen 
Komponenten konnen mit Hilfe eines an die kapillare Trennstrecke angeschlossenen Detektors festgestellt 
werden. Fur die gleichzeitige Analyse verschiedener Proben sind auch schon Trennanordnungen mit mehreren 

15 parallelen Kapillaren vorgeschlagen worden (Anal. Chem. 1992, 64, 967-972). 

In der DNA-Sequenzierung werden beispielsweise gel-gef ullte Kapillaren als Trennstrecke eingesetzt. Bei 
diesem Trennverfahren erfolgt kein Transport des Tragermediums, des Gels, sondern es wandert nur die in 
deas Gel injizierte Probe im angelegten elektrischen Feld. Eine typische Trennleistung (welche auch theore- 
tische Trennstufenzahl genannt wird) eines elektrophoretischen Trennsystems mit derartigen gel-gef ullten Ka- 

20 pillaren betragt beispielsweise etwa 250 "Peaks" in einer Zeit von 30 Minuten. 

In der US-A-4,908,112 wird vorgeschlagen, verzweigte Kapillarsysteme inclusive Trennstrecke zu minia- 
turisieren. Dabei ist das Kapillarensystem auf einem Halbteiterchip angeordnet. Der Transport des Tragerme- 
diums und die Injektion der zu trennenden Probe erfolgt mit Hilfe von zwischen einzelnen Streckenabschnitten 
des Kapillarensystems schaltbaren elektrischen Feldern. Die Abmessungen des Kanalsystems sind sehr klein, 

25 die erzielbaren Feldstarken hingegen sind sehr gross. Auf diese Weise kommt man mit sehr kleinen Mengen 
an Tragermedium und mit sehr kleinen Probenvolumina aus. Zudem ist das Trennverfahren bei den angelegten 
grossen Spannungen, typischerweise etwa 30 kV, sehr schnell durchfuhrbar. 

Eine weitere sehr verbreitete elektrophoretische Trennmethode stellt die Gel-Elektrophorese dar. Diese 
Trennmethode, bei der die Trennung der Probe in ihre Bestandteile nicht in Losung sondern in einem statio- 

30 naren Tragermaterial, einem Gel, erfolgt, wird auch als Elektropherographie bezeichnet. Bei dem 
elektropherographischen Verfahren wird die zu trennende Probe vorzugsweise in der Mitte eines mit Puffer 
getrankten Tragermaterials (Pherogramm) strichformig aufgetragen und an den Enden des Tragermaterials 
eine elektrische Spannung angelegt. Je nach Wanderungsrichtung und Wanderungsgeschwindigkeit der ein- 
zelnen Komponenten wird die Probe getrennt Dabei wandern die verschieden geladenen Komponenten zu 

35 den jeweils entgegengesetzt geladenen Polen hin, wahrend die neutralen an der Auf tragstelle verbleiben. Bei 
einem kontinuierlichen Trennverfahren fliesst durch eine vertikale Platte von Tragermaterial eine Pufferlo- 
sung. Die Probe wird moglichst am oberen Ende der Platte zugegeben. Die elektrophoretische Trennung wird 
durch ein senkrecht zum Pufferfluss angelegtes elektrisches Feld hervorgerufen. 

Die Gel-Elektrophorese ist eine etablierte Trennmethode furgeladene Biopolymere. Haufig werden Poly- 

40 acrylamid-Gele (PAGE) fur die Trennung verwendet. Die Porengrosse der Polyacrylamid-Gele erlaubt eine 
Trennung nach Ladung und sterischer Hinderung der Probe-Molekule im Gel. Bei Zugabe von Natrium-Dode- 
cylsulfat (SDS fur Sodium-Dodecyl-Sulfat) erhalt man eine gute Korrelation der Migrationsdistanz der aufge- 
trennten Probenmolekule mit der entsprechenden Molmasse, die aber unabhangig von der Ladung der Mole- 
kule ist. Eine isoelektrische Fokussierung (IEF bzw. IF) als Vorstufe zur SDS-PAGE-Gel-Elektrophorese er- 

45 moglicht auch die Auftrennung vieler extrem komplexer Substanzgemische. 

Eine mittlerweise etablierte Weiterentwicklung der Gel-Elektrophorese stellt die sogenannte 2D-Gel-Elek- 
trophorese dar, bei der eine Probe nach unterschiedlichen Gesichtspunkten in zwei Dimensionen (2D) aufge- 
trennt wird. Eine derartige 2D-Gel-Elektrophorese Trennanordnung ist beispielsweise in "A.T. Andrews, 
Electrophoresis, Theory, Techniques and Biochemical and Clinical Applications, Clarendon Press, Oxford 

50 1 986, Seiten 223-230" beschrieben. Diese 2-dimensionale Trennmethode wird vor allem als Kombination von 
Isoelektrischem Fokussieren in der ersten Dimension und einer Gel-Elektrophorese, beispielsweise einer 
SDS-PAGE-Gel-Elektrophorese, in derzweiten Dimension benutzt. Das resultierende Gel-Pattern gibt in der 
ersten Dimension Aufschluss uber den isolelektrischen Punkt der jeweiligen Komponente und in derzweiten 
Dimension uber die Molmasse der betreffenden Komponente. Die typische Trennleistung bei der 2D-Gel-Elek- 

55 trophorese liegt bei einer Peak-Kapazitat von etwa 10,000 in einer Zeit von mehr als zwei Stunden. 

Zwar sind mit der 2D-Gel-Elektrophorese sehr hohe Trennleistungen erzielbar, jedoch ist an dieser Me- 
thode nachteilig, dass sie sehr langsam ist. Zunachst muss die Probe auf einem ersten Gel in der ersten Di- 
mension aufgetrennt werden. Darauf folgt ein ublicherweise muhsames Zusammenf ugen des ersten mit einem 
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zweiten Gel, in dem die Trennung in derzweiten Dimension erfolgen soil. Bedingt durch die lange Analysezeit 
kommt es im f reien Gel zur Diffusion der aufgetrennten Komponenten, was zu einer unerwunschten Banden- 
verbreiterung fuhren kann. Die fur die Auftrennung im Gel erforderliche elektrische Spannung kann nur be- 
schrankt erhoht werden, typischerweise liegt sie bei etwa 2 kV. Bei hoheren Spannungen wird Joulsche Warme 
5 erzeugt, welche zur Zersetzung der des Gels und der Probe fuhren kann. 

Es besteht daher keine Moglichkeit, die erforderlichen langen Analysezeiten zu verringern, ohne dabei 
gleichzeitig an Auflosung (Trennleistung) zu verlieren. Die sehr langen Analysezeiten sind daher ein entschei- 
dendes Hemmnis fur den Einsatz der 2D-Gel-Elektrophorese fur die Trennung von hochkomplexen Substanz- 
gemischen. 

10 Bei der Kapillarelektrophorese kann die Analysezeit durch erhohte Spannung zwischen den Enden der 

Trennstrecke deutlich verringert werden. Bei miniaturisierten Kapillarelektrophoresesystemen auf Microchip- 
Basis werden Spannungen von typischerweise etwa 5-40 kV eingesetzt; daraus resultieren Analysezeiten von 
weniger als einer Minute. Allerdings konnen mit Hilfe der Kapillarelektrophorese nur relativ einfache Substanz- 
gemische getrennt werden. Eine Kopplung vieler Trennkapillaren nebeneinander zur Erreichung einer "Zwei- 

15 dimensionality", urn auch hochkomplexe Substanzgemische auftrennen zu konnen, wurde bei miniaturisierten 
Systemen hingegen Verbindungsstucke mit sub-Nanoliter Volumina erfordern. Derartige Verbindungsstucke 
sind aber, falls uberhaupt, nur sehr schwierig und teuer herstellbar. Im Falle sehr kurzer Kapillaren-Trenn- 
strecken fur sehr schnelle Trennungen ist der Storeinfluss der Totvolumina der Verbindungsstucke besonders 
gross. Daher mussten diese Totvolumina verschwindend klein gehalten werden, was praktisch unmoglich er- 

20 scheint. Eine Ausbildung der Trennstrecke des miniaturisierten Kapillarelektrophoresesystems als flaches 
Bett, in Analogiezur2D-Gel-Elektrophorese, wurde die Diffusion der aufgetrennten Komponenten fordern und 
dadurch zu einer deutlichen Verschlechterung der Trennleistung fuhren. 

Aufgabe der Erf indung ist es daher, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur elektrophoretischen Trennung 
von, insbesondere komplexen, fluiden Substanzgemischen zu schaffen, die so leistungsfahig sind wie die 2D- 

25 Gel-Elektrophorese, und welche kurze Trenn- bzw. Analysezeiten erlauben. 

Diese und noch weitere Aufgaben sowie die Nachteile der Vorrichtungen und Verfahren des Standes der 
Technik werden durch eine Vorrichtung und durch ein Verfahren gemass Kennzeichen des Patentanspruchs 
1 bzw. des Patentanspruchs 19 gelost. Besonders bevorzugte Ausfuhrungs- bzw. Verfahrensvarianten der Er- 
f indung sind jeweils Gegenstand der abhangigen Patentanspruche. 

30 Insbesondere wird durch die Erf indung eine Vorrichtung zur elektrophoretischen Trennung von komplexen 

fluiden Substanzgemischen geschaffen, die ein Kanalsystem fur ein Tragermedium, eine Injektionsvorrichtung 
fur die Injektion eines aufzutrennenden Substanzgemisches in das Tragermedium und eine Trennstrecke zur 
Auftrennung des Substanzgemisches in einem entlang der Trennstrecke angelegten elektrischen Feld um- 
fasst. Flussabwarts der Injektionsvorrichtung fur das aufzutrennende Substanzgemisch ist in einem Abstand 

35 davon eine zweite Trennstrecke zur weiteren Auftrennung des Substanzgemisches in einem entlang der zwei- 
ten Trennstrecke angelegten elektrischen Feld vorgesehen. Die zweite Trennstrecke ist gegenuber der ersten 
urn einen Winkel geneigt angeordnet. Der Kreuzungsbereich der ersten und der zweiten Trennstrecke bildet 
eine zweite Injektionsvorrichtung fur das teilweise aufgetrennte Substanzgemisch in ein zweites Tragermedi- 
um. Das fluide Substanzgemisch wird in der ersten Injektionsvorrichtung in das Tragermedium injiziert und 

40 anschliessend in dem elektrischen Feld, das entlang der ersten Trennstrecke angelegt wird, aufgetrennt. Da- 
nach wird das teilweise aufgetrennte Substanzgemisch flussabwarts der ersten Trennstrecke in das zweite 
Tragermedium injiziert und in dem entlang der zweiten Trennstrecke angelegten elektrischen Feld weiter in 
seine Komponenten aufgetrennt 

Die erf indungsgemasse Vorrichtung und das erf indungsgemasse Verfahren machen sich die Vorteile ei- 

45 ner zweidimensionalen Auftrennung, wie sie aus der 2D-Gel-Elektrophorese bekannt ist, zunutze ohne dabei 
aber den Nachteil der sehr langen Trenn- bzw. Analysezeiten aufzuweisen. Der Vorteile der sehr guten Auf- 
trennung auch kochkomplexer Substanzengemische wird verbunden mit den sehr kurzen Auf trenn- bzw. Ana- 
lysezeiten, die insbesondere durch die miniaturisierten Kapillar-Elektrophoresesysteme ermoglicht werden. 
Durch die Erf indung wird ein zweidimensionales Kapillarelektrophoresesystem geschaffen, welches ohne Ver- 

50 bindungsstucke mitsub-Nanoliter Volumina auskommt. Das Verfahren erlaubt sehr schnelle Trennungen eines 
hochkomplexen Substanzengemisches, welche typischerweise unter einer Minute liegen. Die Trennleistungen 
sind deutlich hoher als bei der konventionellen Kapillar-Elekt rophorese. Wegen der kurzen Analysezeiten kann 
die Erf indung auch fur eine quasi-kontinuierliche Analyse eingesetzt werden. 

Vorzugsweise weisen die zwei Injektionsvorrichtungen fur die Injektion des Substanzgemisches bzw. teil- 

55 weise aufgetrennten Substanzgemisches Injektionsvolumina auf, welche geometrisch begrenzt sind. In einer 
bevorzugten Ausf uhrungsvariante weist der Kreuzungsbereich der ersten Trennstrecke mit der zweiten Trenn- 
strecke die Form eines Doppel-T Stucks auf weist, wobei die Balken der T-Stucke jeweils von der zweite Trenn- 
strecke gebildet sind. Auf diese Weise ist die zweite Trennstrecke durchgehend ausgebildet, wahrend die Ein- 
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mundung der ersten Trennstrecke in die zweite und die Abzweigung von der zweiten Trennstrecke fur den Ab- 
transport des Gemisches aus erstem Tragermedium und aufzutrennendem Substanzengemisch entlang der 
Erstreckung der zweiten Trennstrecke gegeneinander versetzt angeordnet sind. Das teilweise aufgetrennte 
Substanzengemisch wird zur Injektion in das zweite Tragermedium zunachst schrag zur Tra ns port rich tung in 

5 der ersten Trennstrecke transportiert Danach wird es umgelenkt und vorzugsweise in einer zur ersten Trenn- 
strecke parallelen Richtung zu einem Ausgang aus dem Kanalsystem transportiert. Die erste Injektionsvor- 
richtung istvollig analog aufgebaut. Dort wird das noch ungetrennte Substanzengemisch zunachst schrag zur 
ersten Trennstrecke transportiert, sodann wieder in die erste Transportrichtung umgelenkt und schliesslich 
an einer Abzweigung stromabwarts der Einmundung in die erste Trennstrecke erneut umgelenkt und vorzugs- 

w weise parallel zu der ursprunglichen Transportrichtung zu einem Ausgang transportiert. Die Injektion erfolgt 
auf diese Weise pfropfenweise, wobei das injizierte Volumen jeweils vom Abstand der Einmundung von der 
zugehorigen Abzweigung und vom Querschnitt der ersten und zweiten Trennstrecken abhangig ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante weisen die erste und die zweite Injektionsvorrichtung die Form 
eines Doppel-T Stucks auf, wobei die Balken der T Stiicke der jeweils von der ersten bzw. von der zweiten 

15 Trennstrecke bzw. deren geradlinigen Verlangerungen gebildet sind. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erf indung sind flussabwarts der ersten Injektions- 
vorrichtung weitere Trennstrecken zur weiteren Auftrennung des Substanzgemisches in einem entlang derje- 
weiligen Trennstrecke angelegten elektrischen Feld vorgesehen. Diese verlaufen gleichfalls schrag zu der er- 
sten Trennstrecke und etwa parallel zueinander. Die Kreuzungsbereiche der weiteren Trennstrecken mit der 

20 ersten Trennstrecke bilden jeweils weitere Injektionsvorrichtungen, an denen das teilweise aufgetrennte Sub- 
stanzgemisch in ein durch die weiteren Trennstrecken transportiertes zweites Tragermedium injiziert werden. 
Die Ausbildung der Injektionsvorrichtungen entspricht in diesem Fall vorzeigsweise der bereits zuvor geschil- 
derten. Diese besonders bevorzugte Ausfuhrungsvariante erlaubt einen besonders vielfaltigen Einsatz der 
Vorrichtung. Insbesondere konnen verschiedene Komponenten des in der ersten Trennstrecke teilweise auf- 

25 getrennten Substanzengemisches in die flussabwarts hintereinander kreuzenden und parallel zueinander ver- 
laufenden weiteren Trennstrecken injiziert werden und dort nach besonderen Gesichtspunkten weiter aufge- 
trennt werden. Beispielsweise konnen in den einzelnen weiteren Trennstrecken unterschiedliche Feldstarke- 
verteilungen herschen, ein Umstandderdie weitere Auftrennung des Substanzengemisches entscheidend be- 
einflussen kann. 

30 Vorzugsweise munden die Endstucke der weiteren Trennstrecken in ein gemeinsames Reservoir bzw. ein 

gemeinsamesAuffangbehaltnisfurdas zweite Tragermedium. Das Reservoir und das Auf fangbehaltnis weisen 
dabei vorzugsweise einen grosseren Querschnitt auf als die kapillarenformigen Trennstrecken, urn genugend 
Tragermedium fur die Trennstrecken bereitzustellen bzw. einen Ruckstau an zu verhindern. Vorzugsweise 
wird der Querschnitt der Zufuhr- bzw. Abfuhrkapillaren etwa 2- bis etwa 10'000-fach grosser gewahlt als der 

35 Querschnitt der Trennstrecken. Dadurch ist auch mit zahflussigeren Tragermedien ein storungsfreier Betrieb 
gewahrleistet. 

Eine besonders interessante Einsatzmdglichkeit fur die erfindungsgemasse Trennvorrichtung besteht, 
wenn Mittel vorgesehen sind, welche es erlauben in dem zweiten Tragermedium im Reservoir bzw. im Auf- 
fangbehaltnis einen pH-Gradienten einzustellen. Zu diesem Zweck werden als zweites Tragermedium bei- 

40 spielsweise Ampholyte eingesetzt Elektroden erlauben es, ein elektrisches Feld im Ampholyten im Reservoir 
bzw. im Auffangbehaltnis zu erzeugen. Die sauren und basischen Gruppen der Molekule des Ampholyt richten 
sich im elektrischen Feld entsprechend aus, wandern und erzeugen auf diese Weise im Ampholyt einen tem- 
poraren oder stabilen pH-Gradienten. Bei der derart modif izierten Vorrichtung wird jede weitere Trennstrecke 
von einem Tragermedium mit einem anderen pH-Wert durchstromt. Auf diese Weise kann das injizierte teil- 

45 weise aufgetrennte Substanzgemisch in jeder Trennstrecke unter anderen Randbedingungen weiteraufge- 
trennt werden. 

Urn zu gewahrleisten, dass die Trennung des Substanzengemisches in der ersten und in den weiteren 
Trennstrecken nach unterschiedlichen Gesichtspunkten erfolgt, wird das erste Tragermedium in der ersten 
Trennstrecke verschieden von dem in den weiteren Trennstrecken gewahlt. Als Tragermedien werden vorzugs- 
50 weise Elektrolytlosungen oder Gele gewahlt. So kann beispielsweise in der ersten Trennstrecke eine isoelek- 
trische Fokussierung des Substanzengemisches erfolgen (erste Dimension), wahrend die eigentliche Auftren- 
nung in die einzelnen Komponenten dann in den weiteren Trennstrecken erfolgt (zweite Dimension). 

Die aufgetrennten Komponenten des Substanzengemisches werden vorzugsweise entweder zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt mit Hilfe einer Kamera optisch zweidimensional in zwei Ortskoordinaten detektiert oder 
55 mit einem linear scannenden optischen Detektor uber Erfassung der Orts- und Zeitkoordinaten erfasst. Beide 
Detektionsverfahren sind gut integrierbar und mit digitalen Auswerteeinrichtungen kompatibel. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsvariante ist die erfindungsgemasse Trennvorrichtung 
miniaturisiert Dabei sind das Kanalsystem, die Injektionsvorrichtungen, die Trennstrecken, die Zu- und Ab- 
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fuhrkapiliaren in einem Materialplattchen aus Glas, Polymerf ilm Oder einem halbleitenden Material, vorzugs- 
weise einkristallinem Silizium, erstellt, welches wahlweise mit einem Deckel, vorzugsweise aus Glas abdeck- 
bar sein kann. Im Deckel und/oder im Materialplattchen sind jeweils separate Zuleit- und Ableitoffnungen fur 
das erste und zweite Tragermedium und fur das aufzutrennende Substanzengemisch vorgesehen. Die Trenn- 

5 strecken sind vorzugsweise als Graben ausgebildet, deren Tiefe etwa 0.1 bis etwa 1000 urn betragt, und 
deren Breite etwa 1 bis etwa 500 urn betragt. Dabei ist der Kanal jeweils umso schmaler je tiefer er ist und 
umgekehrt. Die derart ausgebildete miniaturisierte Trennvorrichtung ist mit den ublichen mikromechanischen 
Oder aus der Halbleiterfertigung bekannten Herstellungsmethoden im Massenverfahren herstellbar und daher 
relativ kostengunstig zu realisieren. Zudem besteht die Moglichkeit, diverse elektronische Elemente, beispiels- 

10 weise Elektroden fur den Transport des Tragermediums mit Hilfe von elektrischen Feldern usw. auf dem "Ana- 
lysechip" zu integrieren. 

In einer Ausbildungsvariante der Vorrichtung werden als Tragermedien vorzugsweise wassrige Elektroly- 
ten verwendet. Diese haben den Vorteil, dass sie mit Hilfe von elektrischen feldern durch das Kanalsystem 
und die Trennstrecken transportiert werden konnen. Die dazu erforderlichen elektrischen Felder konnen bei- 

15 spielsweise uber auf dem miniaturisierten Analysechip integrierte Elektroden vermittelt und gesteuert werden. 
Bei Kanalen und Trennstrecken mit entsprechend kleinen Querschnitten konnen diese auch ein- Oder zwei- 
seitig offen ausgebildet sein. Das Tragermedium und die Proben verbleiben in diesem Fall wegen der herr- 
schenden Kapillarkrafte in den Kanalen bzw. den Trennstrecken. 

Es konnen auch Gele als Tragermedien eingesetzt werden. Diese sind vorzugsweise stationar, das heisst 

20 in diesem Fall wird das Tragermedium nicht durch das Kanalsystem bzw. die Trennstrecken transportiert, son- 
dern es wandert nur die Probe im Gel. In diesem Fall konnen das Kanalsystem und die Trennstrecken ein- 
zwei- Oder sogar dreiseitig offen ausgebildet sein. Das gesamte Kanalsystem und die Trennstrecken konnen 
in dem Gel bzw. in den Gelen beispielsweise fotolithografisch, druck- oder pragetechnisch erstellt sein. Das 
Gel selbst bildet das Kanalsystem und die Trennstrecken - im Fall einer dreiseitig offenen Variante begrenzt 

25 nur das nichtleitende Tragermaterial fur das Gel die Kanale zusatzlich. Die Proben wandern in diesem Fall in 
den Gel-Kanalen ohne weitere Seitenfuhrung. 

Der Winkel unter dem die zweite(n) Trennstrecke(n) gegenuber der ersten geneigt ist (sind) betragt etwa 
30°-150° vorzugsweise etwa 90°. Dies erlaubt eine relativ grosse Flexibility in der Gestaltung und Anordnung 
der Kanale und Trennstrecken und die Zweidimensionalitat des Trennvorgangs bleibt erhalten. 

30 Vorzugsweise ist die Vorrichtung auch mit wenigstens einem Detektor fur das in seine Komponenten auf- 

getrennte Substanzgemisch ausgestattet. Dies kann beispielsweise ein optischer oder eine auf elektrochemi- 
scher Basis f unktionierender Detektor sein. Auf diese Weise kann die Vorrichtung fur ganz bestimmt Analysen 
massgeschneidert sein, je nach Art des Detektors konnen beispielsweise ganz bestimmte Komponenten 
detketiert werden. Aufgrund der konzeptionsbedingten Miniaturisierbarkeit der Vorrichtung bieten sich vielfal- 

35 tige Einsatzmoglichkeiten beispielsweise in technologischen, wissenschaftlichen aber auch in medizinischen 
Anwendungsgebieten. 

Im folgenden wird die erf indungsgemasse Vorrichtung mit alien ihr als wesentlich zugehorigen Details an- 
hand von schematisch dargestellten beispielsweisen Ausfuhrungsvarianten naher erlautert. Das erf indungs- 
gemasse Verfahren wird gleichfalls unter Bezugnahme auf die Darstellungen im Prinzip erlautert Es zeigen: 

40 Fig. 1 ein erstes Ausfuhrungsbeispiel der Trennvorrichtung, und 

Fig. 2 ein zweites Ausfuhrungsbeispiel der erf indungsgemassen Vorrichtung. 

Das in Fig. 1 dargestellte Ausfuhrungsbeispiel stellt das Grundprinzip der erf indungsgemassen Vorrich- 
tung zur elektrophoretischen Trennung von, insbesondere hochkomplexen, fluiden Substanzgemischen dar. 
Die Vorrichtung umfasst ein Kapillarensystem fur den Transport eines Tragermediums C und eines auf zutren- 

45 nenden Substanzgemisches S, eine Injektionsvorrichtung 3 fur die Injektion des aufzutrennenden Substanz- 
gemisches S in das Tragermedium C und eine vorzugsweise kapillarenformige Trennstrecke 2, welche Be- 
standteil des Kapillarensystems ist. Wahrend seines Transports durch die Trennstrecke 2 wird das Substanz- 
gemisch in einem entlang der Trennstrecke angelegten elektrischen Feld aufgetrennt. Auf eine Darstellung 
der Elektroden, uber die das elektrische Feld entlang der Trennstrecke 2 erstellt wird, wurde aus Grunden der 

50 Ubersichtlichkeit verzichtet. Das Tragermedium C und das Substanzgemisch S bzw. deren Strdmungsrichtun- 
gen sind in der schematischen Darstellung durch entsprechend mit S bzw. C gekennzeichneten Pfeilen ange- 
deutet. Die Enden der Kapillarenabschnitte 21 bzw. 22 miinden in Zu- bzw. Abflusse 23 bzw. 24, uber die das 
fluide, vorzugsweise flussige, Tragermedium C in das Kapillarensystem eingebracht und auch wieder abge- 
leitet werden kann. Entsprechend munden die Enden des Kapillarenabschnittes 1 in einen Einlass 11 bzw. ei- 

55 nen Auslass 12 fur das zu trennende Substanzgemisch S. 

Der Kreuzungsbereich zwischen den Kapillarenabschnitten 1 , uber welche das Substanzgemisch S trans- 
portiert wird, und dem Kapillarenabschnitt 21,2,22, in dem das Tragermedium C transportiert wird, bildet die 
Injektionsvorrichtung 3 fur das Substanzgemisch S in den Strom des Tragermediums C. Der Kreuzungsbereich 

5 
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kann als einfacher geradliniger Kreuzungsabschnitt ausgebildet sein, vorzugsweise jedoch ist er derart aus- 
gebildet, dass die Injektionsvorrichtung 3 fur die Injektion des aufzutrennenden Substanzgemisches S in das 
Tragermedium C ein geometrisch begrenztes Injektionsvolumen aufweist. Dazu besitztder Kreuzungsbereich 
die Form eines Doppel-T Stucks, wobei die Balken der T Stucke jeweils von der ersten Trennstrecke 2 bzw. 

5 deren geradliniger Verlangerung 21 gebildet sind. Das Injektionsvolumen wird auf diese Weise durch den Ab- 
stand zwischen der Einmundung des Kanalabschnitts 1 in die Trennstrecke 2 und dessen beispielsweise 
stromabwarts angeordneter Austrittsmundung und den Querschnitt der Trennstrecke 2 festgelegt. 

Erfindungsgemass ist stromabwarts in einem Abstand von der Injektionsvorrichtung 3 eine zweite vor- 
zugsweise kapillarenfdrmige Trennstrecke 4 angeordnet, die gegenuber der ersten urn einen Winkel a geneigt 

10 angeordnet ist und im vorliegen Ausfuhrungsbeispiel vorzugsweise etwa vertikal zu der ersten Trennstrecke 
2 verlauft Die zweite Trennstrecke 4 erstreckt in vorzugsweise geradliniger Verlangerung in ein Kapillaren- 
stuck 41. Die zweite Trennstrecke 4 und das Kapillarenstuck 41 sind gleichfails Bestandteil des Kapillarensy- 
stems der Vorrichtung. Die Enden des Kapillarenstuckes 41 bzw. der zweiten Trennstrecke 4 munden in Ein- 
lass- bzw. Auslassoffnungen 42 bzw. 43, uber die ein zweites f luides, vorzugsweise f lussiges, Tragermedium 

15 E in das Kapillarensystem eingebracht bzw. wieder aus diesem entfernt werden kann. 

Der Kreuzungsbereich der ersten und der zweiten Trennstrecke 2,4 ist derart ausgebildet, dass er eine 
zweite Injektionsvorrichtung 5 fur das teilweise aufgetrennte Substanzgemisch S in das entlang der zweiten 
Trennstrecke 4 transportierte zweite Tragermedium E bildet. Der Kreuzungsbereich kann als einfacher gerad- 
liniger Kreuzungsabschnitt ausgebildet sein, vorzugsweise jedoch ist er derart ausgebildet, dass die Injekti- 

20 onsvorrichtung 5 fur die Injektion des teilweise aufgetrennten Substanzgemisches S in das zweite Tragerme- 
dium E ein geometrisch begrenztes Injektionsvolumen aufweist. Dazu besitzt der Kreuzungsbereich die Form 
eines Doppel-T Stucks, wobei die Balken der T Stucke jeweils von der zweiten Trennstrecke 4 bzw. deren ge- 
radliniger Verlangerung, dem Kapillarenstuck 41 gebildet sind. Das Injektionsvolumen wird auf diese Weise 
durch den Abstand zwischen der Einmundung der ersten Trennstrecke 2 in die zweite Trennstrecke 4 und der 

25 beispielsweise stromabwarts angeordneten Mundung des Kapillarenabschnitts 22, der in den Abfluss 24 fur 
das erste Tragermedium C f uhrt, und den Querschnitt der zweiten Trennstrecke 4 festgelegt. 

Das in der ersten Trennstrecke 2 teilweise aufgetrennte Substanzgemisch S wird an der zweiten injekti- 
onsvorrichtung 5 in den Strom des zweiten Tragermediums E injiziert und in einem entlang der zweiten Trenn- 
strecke 4 angelegten elektrischen Feld weiter in seine Komponenten aufgetrennt. Auf eine Darstellung der 

30 Elektroden, uber die das elektrische Feld entlang der Trennstrecke 4 erstellt wird, wurde aus Grunden der 
Ubersichtlichkeit verzichtet. Vorzugsweise ist das erste Tragermedium C vom zweiten E verschieden. Auf die- 
se Weise konnen die erste und die zweite Trennung nach unterschiedlichen Gesichtspunkten erfolgen. Bei- 
spielsweise kann in der ersten Trennstrecke 2 zunachst eine isoelektrische Fokussierung des Substanzgemi- 
sches erfolgen, wahrend die eigentliche Auftrennung in die einzelnen Komponenten in der nachgeschalteten 

35 zweiten Trennstrecke 4 erfolgt 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten Ausfuhrungsbeispiel der erf indungsgemassen Vorrichtung handelt es sich 
urn eine Weiterentwicklung des Prinzipbeispiels aus Fig. 1 . Im Anschluss an die erste Trennstrecke 2 ist strom- 
abwarts eine Reihe weitererTrennstrecken 4,4A-4J angeordnet. Die zusatzlichen Trennstrecken 4.4A-4J ver- 
laufen alle etwa vertikal zu der ersten Trennstrecke 2 und etwa parallel zueinander. Die Kreuzungsbereiche 

40 der zusatzlichen Trennstrecken 4,4A-4J mit der ersten Trennstrecke 2 bilden Injektionsvorrichungen 5.5A-5J 
fur das teilweise getrennte Substanzgemisch S. Wie anhand des prinzipiellen Ausf uhrungsbeispiels erlautert, 
ist das Injektionsvolumen der Injektionsvorrichtungen 5,5A-5J vorzugsweise geometrisch begrenzt. Alle Kreu- 
zungsbereiche besitzen daher vorzugsweise die Form von Doppel-T Stucken, wobei jeweils die Querbalken 
derT's von den jeweiligen zusatzlichen Trennstrecken 4,4A-4J bzw. deren geradlinigen Verlangerungen, den 

45 Kapillarstucken 41,41 A-41J gebildet sind. 

Die Enden der zusatzlichen Trennstrecken 4,4A-4J bzw. die Enden der Kapillarstucke 41 ,41 A-41J munden 
in ein gemeinsames Reservoir 44 fur das zweite Tragermedium E bzw. in ein gemeinsames Auffangbehaltnis 
45. Im speziellen Fall ist das gemeinsame Reservoir 44 als Zufuhrkapillare und das gemeinsame Auffangbe- 
haltnis 45 als Abf uhrkapillare ausgebildet. Die Kapillaren 44,45 weisen einen grosseren Querschnitt auf als 

so die Trennstrecken 2 bzw. 4,4A-4J. Die beiden Enden der Zufuhrkapillare 44 sind mit Offnungen 46 und 47 ver- 
bunden, uber die das zweite Tragermedium in die Zufuhrkapillare 44 eingespeist wird. Die beiden Enden der 
Abfuhrkapillare 45 munden in Auslassoffnungen 48 und 49, uber die das Tragermedium-Substanz-Gemisch 
E+S wieder aus der Abfuhrkapillare 45 abtransportiert wird. Das vor-aufgetrennte Substanzgemisch S wird in 
eine Vielzahl von parallel zueinander verlaufenden weiteren Trennstrecken 4.4A-4J injiziert und dort parallel 

55 weiteraufgetrennt. Durch geeignete Wahl des Injektionszeitpunktes konnen ganz bestimmte "Vorkomponen- 
ten w des Substanzgemisches aus der ersten Trennstrecke 2 in die weiteren 4,4A-4J injiziert werden und dort 
weiter getrennt werden. Auch besteht die Mdglichkeit, die weitere Auftrennung in den einzelnen weiteren Trenn- 
strecken 4.4A-4J in unterschiedlich starken elektrischen Feldern durchzufuhren. 
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Das Ausfuhrungsbeispiel der Erf indung gemass Fig. 2 kann auch noch dahingehend modif iziert werden, 
dass das zweite Tragermedium E in der Zufuhr- bzw. in der Abfuhrkapillare 44,45 einen pH-Gradienten auf- 
weist. Dabei wird darauf geachtet, dass das zweite Tragermedium in der Zufuhr- und in der Abfuhrkapillare 
den gleichen Gradientenverlauf des pH-Wertes aufweisen. Auf diese Weise kann jede der zusatzlichen Trenn- 
5 strecken 4.4A-4J mit Tragermedium mit einem anderen pH-Wert versorgt werden. Die Auftrennung des vor- 
aufgetrennten Substanzgemisches erfolgtdann in jeder der zusatzlichen Trennstrecken 4,4A-4J in einem Tra- 
germedium mit anderem pH-Wert, das heisst unter kontrollierbar unterschiedlichen Bedingungen. 

Bei einer vereinfachten Variante des zweiten Ausf uhrungsbeispiels f indet keine Vor-Auf trennung des Sub- 
stanzgemisches S statt, sondern dieses wird direkttiber den Zufluss 23 anstelle eines ersten Tragermediums 
10 C in das Kapillarensystem eingespeist und an den Injektionsvorrichtungen 5,5A-5J in die weiteren Trenn- 
strecken 4.4A-4J injiziert. Bei diesem vereinfachten Ausfuhrungsbeispiel ohne Vor-Auf trennung kann auch auf 
den Kapillarenabschnitt 1, uber den normalerweise das Substanzgemisch S in die erste Trennstrecke 2 ein- 
gebracht wird, entfallen. 

Das Auslegungkonzept der erf indungsgemassen Vorrichtung erlaubt es auch, das Kapillarensystem, die 

15 Injektionsvorrichtungen 3,5,5A-5J, die Trennstrecken 2,4,4A-4J, die Zu- und Abfuhrkapillaren 44,45 in einem 
Materialplattchen aus Glas Oder einem halbleitenden Material, vorzugsweise einkristallinem Silizium, zu er- 
stellen. Dabei sind die Trennstrecken als Graben ausgebildet, deren Breite etwa 1 um bis etwa 500 urn betragt, 
und deren Tiefe etwa 0,1 u.m bis etwa 1000 urn betragt. Das Materialplattchen ist an der Seite, die die Graben 
aufweist, mit einem Deckel, vorzugsweise aus Glas abdeckbar. Im Deckel und/oder im Materialplattchen sind 

20 die Zuleit- bzw. Ableitof fnungen 23,24; 42,43; 46-48;1 1 , 1 2 fur das erste und zweite Tragermedium C,E und fur 
das aufzutrennende Substanzengemisch S vorgesehen. Vorzugsweise sind sie als Einsteckoffnungen fur An- 
schlusskapiilaren ausgebildet. 

Zur Erfassung der einzelnen Komponenten des aufgetrennten Substanzgemisches ist ein (in den Fig. nicht 
dargestellter) Detektor fur das in seine Komponenten aufgetrennte Substanzgemisch vorgesehen. Der Detek- 

25 tor ist beispielsweise eine optische Kamera, mit deren Hilfe die aufgetrennten Komponenten zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt zweidimensional in zwei Ortskoordinaten detektiert werden. Alternativ dazu konnen die 
aufgetrennten Komponenten des Substanzgemisches S mit einem linear scannenden optischen Detektor uber 
Erfassung der Orts- und Zeitkoordinaten erfasst werden. 

Die erf indungsgemasse Vorrichtung und das erf indungsgemasse Verfahren erlauben eine zweidimensi- 

30 onale Elektrophorese von hochkomplexen Substanzgemischen in einem Kapiilarelektrophoresesystem. Dabei 
werden hohe Trennleistungen erreicht, ohne die aus der 2D-Gel-Elektrophorese bekannten langen Trenn- bzw. 
Analysezeiten in Kauf nehmen zu mussen. Die Vorrichtung und das Verfahren sind vielfaltig einsetzbar. Die 
Wahl der Tragermedien richtet sich nach dem aufzutrennenden Substanzgemisch. Es konnen geeignete 
Elektrolytlosungen Oder Gele mit Oder ohne pH-Gradienten e in gesetzt werden. In "Journal of Chromatography 

35 Library - Vol.52, Capillary Electrophoresis, 1992 Elsevier Science Publishers B.V., Seiten 173-183" sind Bei- 
spiele fur Gele angegeben, die auch zusammen mit der erf indungsgemassen Vorrichtung einsetzbar sind. Die 
miniaturisierte Ausfuhrungsvariante erlaubt den Einsatz von mikromechanischen und aus der Haibleiterpro- 
duktion bekannten Massenfertigungstechniken. Dadurch kann die erf indungsgemasse Vorrichtung relativ ko- 
stengunstig in grossen Stuckzahlen hergestellt werden. Die miniaturisierte Ausfuhrungsvariante als "Analyse- 

40 chip" erlaubt zudem die on-chip Integration von elektrischen Komponenten, beispielsweise der Elektroden fur 
die Felderzeugung in den Trennstrecken. 



Patentanspruche 

45 

1. Vorrichtung zur elektrophoretischen Trennung von komplexen f luiden Substanzgemischen umfassend ein 
Kanalsystem (21 ,2,22) fiir ein Tragermedium (C), eine Injektionsvorrichtung (3) fur die Injektion eines auf- 
zutrennenden Substanzgemisches (S) in das Tragermedium (C) und eine Trennstrecke (2) zur Auftren- 
nung des Substanzgemisches (S) in einem elektrischen Feld, welches im Tragermedium (C) entlang der 

50 Trennstrecke (3) anlegbar ist, dadurch gekennzeichnet, dass zur weiteren Auftrennung des Substanzge- 

misches (S) wenigstens eine zweite Trennstrecke (4,4A-4J) mit einem zweiten Tragermedium (E) vorge- 
sehen ist, in dem entlang der zweiten Trennstrecke (4,4A-4J) ein weiteres elektrisches Feld anlegbar ist, 
welche zweite Trennstrecke (4,4A-4J) gegenuber der ersten (2) um einen Winkel (a) geneigt angeordnet 
ist und in einem Abstand f lussabwarts der Injektionsvorrichtung (3) fiir das aufzutrennende Substanzge- 

55 misch (S) derart verlauf t, dass ein Kreuzungsbereich der ersten (2) und der zweiten Trennstrecke (4.4A- 

4J) eine zweite Injektionsvorrichtung (5,5A-5J)fur das teilweise aufgetrennte Substanzgemisch (S) in das 
zweite Tragermedium (E) bildet. 
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2. Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass das die zweite Injektionsvorrichtung (5,5A- 
5J) fur die Injektion des teilweise aufgetrennten Substanzgemisches (S) ein Injektionsvolumen aufweist, 
welches geometrisch begrenzt ist. 

5 3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Kreuzungsbereich (5, 5A-5J) der ersten 
Trennstrecke (2) mit der zweiten Trennstrecke (4.4A-4J) die Form eines Doppel-T Stucks aufweist, wobei 
die Balken der T-Stucke jeweils von der zweite Trennstrecke (4.4A-4J) bzw. deren geradliniger Verlan- 
gerung (41.41A-41 J) gebildet sind. 

10 4. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die erste Injekti- 
onsvorrichtung (3) fur die Injektion des aufzutrennenden Substanzgemisches (S) in das erste Tragerme- 
dium (C) ein geometrisch begrenztes Injektionsvolumen aufweist. 



15 



20 



5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die erste Injektionsvorrichtung (3) die Form 
eines Doppel-T Stucks aufweist, wobei die Balken der T Stucke jeweils von der ersten Trennstrecke (2) 
bzw. deren geradliniger Verlangerung (21) gebildet sind. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass f lussabwarts der 
ersten Injektionsvorrichtung (3) eine Anzahl weiterer Trennstrecken (4, 4A-4J) zurweiteren Auftrennung 
des Substanzgemisches (S) in einem entlang der jeweiligen Trennstrecke angelegten elektrischen Feld 
vorgesehen sind, die gegenuberder ersten Trennstrecke (2) urn einen Winkel (a) geneigt und etwa parallel 
zueinander angeordnet sind, und deren Kreuzungsbereiche mit der ersten Trennstrecke (2) jeweils wei- 
tere Injektionsvorrichtungen (5.5A-5J) fur das teilweise aufgetrennte Substanzgemisch (S) in ein zweites 
Tragermedium (E) bilden. 

25 7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Endstucke der weiteren Trennstrecken 
(4.4A-4J) in ein gemeinsames Reservoir (44) bzw. ein gemeinsames Auffangbehaltnis (45) fur das zweite 
Tragermedium (E) munden, welche vorzugsweise einen grosseren Querschnitt auf weisen als die Trenn- 
strecken. 

30 8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Querschnitt des Reservoirs (44) bzw. 

des Auffangbehaltnisses (45) etwa 2-10'fJOO mal grosser ist als der Querschnitt der Trennstrecken (4,4 A- 
4J). 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Reservoir (44) und das Auffang- 
35 behaltnis (45) mit Mitteln ausgestattet sind, welche es erlauben in dem zweiten Tragermedium (E) einen 

pH-Gradienten einzustellen. 

1 0. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das erste und das 
zweite Tragermedium (C,E) unterschiedliche Medien sind. 

40 

11. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Kanalsystem 
(21,2,22), die Injektionsvorrichtungen (3,5,5A-5J), die Trennstrecken (2,4,4A-4J), ggf. das Reservoir (44) 
und das Auffangbehaltnis (45) und allfallige weitere Verlangerungskanale (41,41A41J) in einem Materi- 
alplattchen aus Glas, einem Polymerfilm oder einem halbleitenden Material, vorzugsweise einkristallinem 
Silizium, erstellt sind, welches vorzugsweise mit einem Deckel, beispielsweise aus Glas abdeckbar ist, 
und dass jeweils separate Zuleit- und Ableitoffnungen (11,12,42,43;1 1,1 2,46-49) fur das erste und zweite 
Tragermedium (C;E) und fur das auf zutrennende Substanzengemisch (S) vorgesehen sind, welche Zuleit- 
bzw. Ableitoffnungen im Deckel und/oder im Material plattchen angeordnet sind. 



45 



50 



12. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Trennstrecken (2,4,4A-4J) als Graben 
ausgebildetsind, deren Tiefe etwa 0.1 ^m bis etwa 1000 urn betragt, und deren Breite etwa 1 urn bis etwa 
500 urn betragt, wobei immer jeweils schmale Graben eine grosse Tiefe besitzen und umgekehrt. 



13. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Tragermedien 
(C,E) vorzugsweise wassrige Elektrotyten sind, welche mit Hilfe elektrischer Felder durch das Kanalsy- 

55 . stem (21 ,2,22) und die Trennstrecken (2,4,4A-4J) transportiert werden. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass die Tragermedien (C,E) sta- 
tionare Gele sind. 
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1 5. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Kanalsystem 
(21,2,22) und die Trennstrecken (2.4.4A-4J) ein- Oder zweiseitig of fen ausgebildet sind. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Kanalsystem (21,2,22) die Trenn- 
strecken (2,4,4A-4J) und allfallige Verlangerungskanale (41.41A-41J) in den Gelen ausgebildet sind und 
dreiseitig offen sind. 

17. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Winkel (a), 
unter dem die zweite (4) bzw. die weiteren (4.4A-4J) Trennstrecken gegeniiber der ersten Trennstrecke 
(2) geneigt angeordnet sind, etwa 30°-150° t vorzugsweise etwa 90° betragt. 

1 8. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekenzeichnet, dass ein Detektorf urdas 
in seine Komponenten aufgetrennte Substanzgemisch (S) vorgesehen ist. 

19. Verfahren zur elektrophoretischen Trennung von komplexen fluiden Substanzgemischen entlang einer 
Trennstrecke, bei dem flussauf warts der Trennstrecke (2) ein komplexes Substanzgemisch (S) in das Tra- 
germedium (C) injiziert wird und anschliessend in einem elektrischen Feld, das entlang der Trennstrecke 
(2) angelegt wird, getrennt wird, dadurch gekennzeichnet, dass das teilweise aufgetrennte Substanzge- 
misch (S)flussabwarts der Trennstrecke (2) in einzweites Tragermedium (E) injiziert wird, welches in we- 
nigstens einer zweiten Trennstrecke (4;4,4A-4J) enthalten ist, die unter einem Winkel (a) gegenuber der 
ersten (2) geneigt verlauft, und dass das Substanzgemisch (S) in einem entlang der zweiten Trennstrecke 
in dem zweiten Tragermedium (E) herschenden elektrischen Feld weiter auf getrennt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Injektion des Substanzgemisches (S) in 
das erste (C) bzw. in das zweite Tragermedium (E) mit Hilfe von Injektionsvorrichtungen (3,5,5A-5J) 
durchgefiihrt wird, deren Injektionsvolumina durch die Ausbildung der Kreuzungsbereiche der Trenn- 
strecken (2,4,4A-4J) geometrisch definiert ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das Substanzgemisch (S) zur Injektion in 
das erste (C) bzw. in das zweite Tragermedium (E) entlang eines Doppel-T Stucks gef uhrt wird, dessen 
Balken jeweils von der Trennstrecke (2,4,4A-4J) bzw. deren geradliniger Verlangerung (21.41.41A-41J) 
gebildet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 19-21, dadurch gekennzeichnet, dass das teilweise aufgetrennte 
Substanzgemisch (S) in eine Anzahl von flussabwarts der ersten Trennstrecke (2) hintereinander und et- 
wa parallel zueinander und gegenuber der ersten Trennstrecke (2) urn einen Winkel (a) geneigt verlau- 
fenden weiteren Trennstrecken (4,4A-4J) injiziert wird, wo es in den jeweils angelegten elektrischen Fel- 
dern parallel weiteraufgetrennt wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 19-22, dadurch gekennzeichnet, dass das teilweise aufgetrennte 
substanzgemisch (S) in der (den) zweiten Trennstrecke(n) (4.4A-4J) in eine Richtung bewegt wird, die 
mit ihrer Bewegungsrichtung in der ersten Trennstrecke (2) einen Winkel (a) von etwa 30°-1 50°, vorzugs- 
weise etwa 90° einschliesst. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bie 23, dadurch gekennzeichnet, dass die aufgetrennten Kom- 
ponenten des Substanzengemisches (S) zu einem bestimmten Zeitpunkt mit Hilfe einer Kamera optisch 
zweidimensional in zwei Ortskoordinaten detektiert werden. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die aufgetrennten Kom- 
ponenten des Substanzgemisches (S) mit einem linear scannenden optischen Detektor uber Erfassung 
der Orts- und Zeitkoordinaten erfasst werden. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 22-25, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert des zweiten Tra- 
germediums (E) derart beeinflussbar ist, dass das zweite Tragermedium (E) in den einzelnen Trenn- 
strecken (4.4A-4J) jeweis einen anderen pH-Wert aufweisen, und dass sich zwischen den in benachbar- 
ten Trennkanalen enthaltenen Tragermedien (E) ein pH-Gradient einstellt 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass das erste Tragermedium 
(C) in der ersten Trennstrecke (2) verschieden von dem zweiten Tragermedium (E) gewahlt wird. 
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28. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass als Tragermedien (C,E) 
mobile Elektrolytldsungen oder vorzugsweise stationare Gele gewahlt werden. 
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